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Description 

La pr6sente invention concerne un nouveau vaccin antirabique. 

Le virus rabique est un rhabdovirus constrtue de cinq prolines, dont une proteine externa, la glycoprot£ine, qui 
5 declenche la synthase d'anticorps neutralisants chez tes animaux inocuies. L'injection de la glycoproteine purrf iee pro- 
tege Tanimal contre une surinfection. Les souches du virus rabique les plus utilises, notamment la souche CVS et la 
souche ERA, dont d6rivent les souches SAD, telles que les souches SAD Berne et SAD B19 sont d6crites dans 
"Rabies Viruses" par H.F. Clark et T.J. Wiktor - Strains of Human Viruses 6dite par Majer et Plotkin Karger, Bale, 1972, 
p. 177-182. La sequence en acides amines de la glycoproteins de la souche CVS a 6t6 d6crite par Yelverton et al. 
10 "Rabies virus glycoprotein analogs : biosynthesis in Escherichia coli" Science 213, 614-620. 

Cette glycoproteine comporte deux sites antigeniques majeurs distincts Ii6s k la neutralisation du virus (sites II et 
III). Le site III en position 330-340 contient I'arginine 333 qui determine la virulence de cette souche. II a £t6 trouve, pour 
qu'il y ait virulence virale, qu'un acide amine k charge positive (arginine ou lysine) doit Gtre present en position 333 de 
la glycoprot6ine (Tuffereau et al., Virology 1 72, 206-212 (1989). Ce document d6crit 6galement qu'il existe des mutants 
is avirulents poss6dant en position 333 une glycine, une glutamine, une methionine ou une serine. 

La sequence en acides amines de la glycoproteine de la souche SAD Berne n'a pas 6t6 entierement etablie. Tou- 
tefois. on a pu determiner que le site antigSnique III de la glycoproteins de la souche SAD Berne est identique k celui 
de la glycoproteins de la souche CVS. 

Les vaccins antirabiques actuellemerrt utilises sont sort des vaccins fabriqu6s k partir de virus inactiv6s, soit des 
20 vaccins constitu6s de souches virales dont la virulence a 6t6 att6nu6e, soit des virus recombinants (par exemple la vac- 
cine). 

L'inacti vation des virus peut Stre r6alis£e par diff 6rents precedes, notamment par des proc§d6s chimiques, te!s que 
le traitement au formol ou k la p-propiolactone. 

L'inconv6nient majeur de ce procede de fabrication de vaccins est la manipulation de souches virulentes qui 
25 n6cessite des conditions de mise en oeuvre trfcs strictes et presents des risques de contamination du personnel de 
fabrication. 

D'autre part, les vaccins inactive administres par voie orale n'ont pas de pouvoir protecteur. 

L*att6nuation de la virulence des souches virales est une technique bien connue; elle peut §tre r6alis6e par exem- 
ple par passages successes des souches virales sur un hdte different de I'esp&ce vecteur (lapin ou souris par exemple) 
30 ou en culture de cellules. On obtiertt ainsi des souches d6sadapt6es k I'hGte d'origine et done moins pathogdnes pour 
celui-ci tout en gardant leur capacity vaccinante. 

Les souches SAD, telles que les souches SAD B19 et SAD Berne accessibies au public, sont des souches att6- 
nu6es qui ont d£\k 6t6 testes en Europe pour la vaccination des renards. Elles peuvent §tre m6lang6es aux appdts 
pour une administration par voie orale. Toutefois, ces souches se sont montrees pathogenes pour d'autres especes ani- 
35 males et I'homme. II existe done un risque potentiel de contamination qui diminue consid6rablement UnterSt de ces 
souches pour la vaccination orale. 

En effet, par exemple, I' administration par voie orale de la souche SAD Berne k un lot de 23 rongeurs sauvages, 
choisis parmi Appdftmus f IflviQplug et Sylvius, Arvipola tyr^t"?, QMhripngmys clgreplus, Minqtus ggresfti a provo- 
qu6 la mort par la rage de deux animaux. 
40 Des essais sur la souris ont egalement montre que la souche SAD Berne est pathog&ne pour cette esp&ce aussi 
bien par voie intra-c6r6brale que par voie intra-musculaire, comme le montrent les courbes des figures 1a et 1b ci-join- 
tes qui sont respectivement: 

Figure 1a: Courbe de mortality chez les souris adult es en fonction des doses administr6es (en unites formant 
45 plage) par voie intra-c$r6brale. 

Figure 1b : Courbe de mortalite chez les souris adultes en fonction des doses administr6es (en unites formant 
plage) par voie intra-musculaire. 

Par voie orale, on a note chez la souris une mortalite de 10 % k la dose de 10 5,5 UFP. 
so . La souche SAD Berne telle quelle, utilises pour des campagnes de vaccination des renards, pressnte done un ris- 
que pour la faune sauvage et I'homme. II en est de mdme de la souche SAD B19. 

Pour pallier cet inconvenient, on a 6k\k propose un vaccin antirabique avirulent. Ce vaccin, decrit dans la demande 
de Brevet EP 350 398, est constitue d'un mutant avirulent d'une souche SAD du virus de la rage qui est caracterise par 
le fait qu'il pos&ede k la place de I'arginine 333 de la glycoproteins un acide amine autre que la lysine, par exemple la 
55 glycine, I'isoleucine ou la serine. 

Ce mutant derive par le changement d'un seul nucleotide dans le codon de I'arginine 333. 

Malheureusement, ce mutant peut, par une simple mutation reverse, redonner la souche parentale. 

Ce vaccin qui est utilise pour ('administration par voie orale n'est done pas totalement sans danger pour les autres 
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esp&ces animales. 

La pr6sente invention concerne un vaccin efficace qui permet de pallier les inconv6nients ci-dessus. 
Le vaccin selon invention est constitu6 d'un mutant avirvlent d'une souche SAD du virus rabique qui est caracte- 
ris6 par te fait qu'il poss6de k la place de I'arginine 333 de la glycoprot&ne un acide amine naturel dont le codon differe 
de ceux codant pour I'arginine par deux nucleotides. 

L'invention a 6galement pour objet les mutants avirulents d'une souche SAD du virus rabique, qui poss&Jent, k la 
place de I'arginine en 333 de la glycoproteine, un acide amine dont le codon differe de ceux de I'arginine par deux 
nucleotides. 

L'invention concerne aussi un proc6de pour I'obtention des mutants avirvlents definis ci-dessus. Ce proc6d6 con- 
siste : 

1/ k seiectionner k partir d'une souche SAD du virus rabique, les mutants qui ne sent pas neutralises par un anti- 
corps monoclonal neutralisant ladite souche SAD, mais ne neutralisant pas la souche TAG1 d6finie ci-apres ; 
21 k isoler, par s6quengage de la region 333 de la glycoproteine des mutants s6lectionn6s k I'etape 1/, un mutant 
qui possede en 333 une lysine ; 

3/ k preparer un anticorps monoclonal qui neutralise k la fois ladite souche SAD et le mutant obtenu k I'etape 2/, 
mais ne neutralise pas la souche TAG1 ; 

4/ k proceder k une seconde selection par mi les mutants obtenus k retape 1 / k I'aide de I'anticorps monoclonal pre- 
pare k retape 3/. 

Les anticorps monoclonaux mis en oeuvre pour s6lectionner les mutants selon l'invention sont obtenus par fusion 
de cellules de my6!ome et de cellules produisant des anticorps antiviraux selon la technique de I'hybridation d6crite par 
KOHLER et MILSTEIN dans NATURE, Vol. 256, 495-497 (1975), technique maintenant bien connue de I'homme de 
I'art. 

Selon cette technique on peut fusionner des cellules provenant d'especes diff6rentes, toutefois, il est avantageux 
d'utiliser des cellules provenant de la m§me espece animate. Par exemple on utilise de preference d'une part des cel- 
lules de myeiome de souris et d'autre part des cellules de rate de souris prealablement immunisees avec une souche 
du virus de la rage selon le protocole defini ci-apres. 

Sous son aspect general, ce precede d'hybridation d6crrt en reference aux cellules de souris, comprend les Stapes 
suivantes: 

1) d immunisation de souris avec une quantite donnee de virus inactive k la p-propriolactone , 

2) de preievement de la rate des souris immunisees et separation des spienocytes; 

3) de fusion des spienocytes ainsi obtenus avec des cellules de myeiome de souris en presence d'un promoteur 
35 de fusion; 

4) de culture des cellules hybrides obtenues dans un milieu seiectif sur lequel ne se developpent pas les cellules 
de myeiomes non fusionn6es, et en presence d'eiements appropries; 

5) de selection des cellules produisant I'anticorps desire et clonage de ces cellules. 

40 Le protocole d'immunisation comprend I'injection k des souris Balb-C de 100 ^g de virus CVS inactive k la p-pro- 
piolactone par voie intraperitoneal avec adjuvant complet de FREUND et un rappel par voie intraveineuse 4 jours 
avant la fusion apres une p6riode de repos de 1 mois. 

Les spienocytes des souris immunisees sont recup6r6s apres preievement de la rate selon le mode operatoire 
classique. 

45 Les cellules de myeiome de souris utilis6es pour I'obtention des anticorps monoclonaux neutralisants sont les cel- 
lules de myeiome de souris Balb-C provenant de la lignee SP 2 0 Ces cellules de myeiome ont 6t6 seiectionnees pour 
leur sensibilite k I'aminopterine et cultiv6es sur un milieu approprie. tel que le milieu essentiel d'Eagle modifie par DUL- 
BECCO (Dulbecco Modified Eagle medium) d6nomm6 ci-apres milieu DMEM, auquel on a ajoute 15 % de s6rum du 
poulain. 

so La fusion des cellules de myeiome avec les spienocytes a 6t6 realis6e par melange de 5.10 7 cellules de myeiome 
avec 5.10 7 cellules de rate de souris immunisees, en presence d'un promoteur de fusion, tel que par exemple un poly- 
ethylene glycol. 

Apres incubation k 37° C, les cellules sont lavees dans le milieu DMEM et remises en suspension, puis cultivees 
sur un milieu seiectif approprie uniquement pour la croissance des cellules hybrides. Un tel milieu contient de 
55 I'hypoxanthine, de I'aminopterine et de la thymidine. 

On seiectionne ensuite les sumageants des cultures, 7 k 20 jours apres la fusion, en mettant en contact les surna- 
geants avec une suspension de virus CVS et en retenant les anticorps qui neutralisent ladite suspension. 

Par "anticorps neutralisant un virus**, on designs les anticorps qui, mis en presence d'une suspension dudrt virus, 



3 



EP 0 583 998 B1 



inhibent la virulence de celui-ci. 

Le pouvoir neutralisant des anticorps monoclonaux obtenus ci-dessus est determine selon un proc6d6 classique 
bien connu de rhomme de m6tier. Ce proc6d6 consiste k mettre en presence 100 de suspension de virus contenant 
1000 UFP de virus et 1 00 y\ de surnageant de culture d'hybridome, k infecter une culture de cellules avec ce melange 
5 et apr&s 4 jours d'incubation k d6nombrer les plages de lyse sous agar selon la m6thode d6crite par BUSSEREAU et 
al. , 1 982, J. Virol. M6th. Vol. 4 p 277-282. L'anticorps est neutralisant lorsqu'il inhibe toute formation de plage sous agar 
dans les conditions d6crttes ci-dessus. 

Parmi ces anticorps on retient ensuite les anticorps qui ne neutralised pas le mutant avirulent TAG1 d6rivant de la 
souche CVS, d6pos6 k la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes (C.N.C.M) INSTITUT PASTEUR - 
w FRANCE le 12 avril 1985 sous le N° I-433. 

Les anticorps monoclonaux resultants, qui neutralisent done la souche CVS mais ne neutralised pas le mutant avi- 
rulent TAG1 permettent de seiectionner des mutants avirulents k partir de toute souche de virus de la rage, qui est neu- 
tralist par ces anticorps monoclonaux. 

Les anticorps monoclonaux ainsi obtenus sont des anticorps neutralisant egalement les souches SAD du virus 
15 rabique. lis conviennent done pour effectuer la premiere selection du precede de I'invention. 

Le s6quengage de la region 333 de la glycoproteine des mutants s6lectionn6s k retape 1/ est r6alis6 selon la 
methode classique bien connue de I'homme de metier [SANGER et al., 1977, Proc. Nat, Acad. Sci. USA, vol. 74 p 
5463-5467]. 

Ce s6quengage permet d'isoler un mutant qui possdde, en position 333 de la glycoproteins une lysine ; ce mutant 
20 est d6nomm6 ci-apr6s "mutant SK". 

Le codon (AAA) de cet acide amine (lysine) differs de celui de I'arginine en position 333 de la souche SAD par un 
seul nucleotide, le codon de I'arginine en position 333 de la souche SAD 6tant AGA. 

On procede ensuite k la preparation de lanticorps monoclonal neutralisant k la fois la souche SAD et le mutant 
obtenu ci-dessus. 

25 Cet anticorps monoclonal est obtenu en retenant, parmi les anticorps monoclonaux neutralisant la souche SAD et 
ne neutralisant pas TAG1, celui qui neutralise egalement le mutant lysine ou mutant SK obtenu ci-dessus. 

Cet anticorps monoclonal permet ensuite de proceder k la seconde selection (6tape 4) du procede de I'invention. 
Le pouvoir pathogene des mutants resultant de cette seconde selection est ensuite teste par injection intra-c6r6- 
brale de 10 s UFP k des souris aduttes. Les mutants qui ne tuent pas k cette dose et par cette voie d'injection sont con- 
30 sid6r6s comme avirulents. 

Les mutants selon I'invention sont des doubles mutants avirulents d'une souche SAD, telle que notamment la sou- 
che SAD Berne, resultant de deux selections successives k I'aide des anticorps monoclonaux d6f inis ci-dessus. 

Les mutants selon I'invention peuvent en outre contenir d'autres mutations, comme par exemple, une mutation con- 
f6rant la resistance k un anticorps monoclonal sp6cifique du site antig6nique II, ce qui permet de reconnaTtre un even- 
35 tuel revertant de virulence des souches SAD utifisees pour la vaccination orale des renards. 

Les mutants selon I'invention peuvent etre multiplies sur cellules de rein de hamster nouveau-n6s BHK 21 , en pre- 
sence de milieu GEM (milieu essentiel minimum-modification Glasgow commercialise par FLOW) et de 2 % de serum 
de veau k 33° C et en atmosphere humide avec 5% de C0 2 . 

On les titre selon les methodes habituelles par exemple par determination de la dose letale 50 (DL 50 ) chez les sou- 
40 riceaux, par immunofluorescence ou denombrement des plages de lyse sous agar, lis peuvent etre conserves k -70°C. 
L'analyse de la sequence en nucleotides de la glycoproteine de ces mutants a reveie que le codon de I'acide amine 
en 333 diff 6re par au moins deux nucleotides de tous les codons possibles de I'arginine. Parmi les mutants qui remplis- 
sent cette condition, on pr6f ere tout particulierement le mutant possedant en 333 un acide giutamique, car il se multiplie 
bien en culture de cellules, il est moins pathogene pour les souriceaux nouveau-n6s et il a un bon pouvoir protecteur. 
45 Le double mutant portant un acide giutamique dont le codon est: GAA k la place de I'arginine en 333, obtenu selon 
le procede ci-dessus k partir de la souche SAD Berne et denomme ci-apres SAG2, a 6t6 depose k la Collection Natio- 
nale de Cultures de Micro-organismes (C.N.C.M) INSTITUT PASTEUR - FRANCE le 9 juillet 1992 sous le N°l-1238. Ce 
mutant contient une autre mutation, k savoir la resistance k un anticorps monoclonal specif ique du site antig6nique II, 
ce qui sert de marqueur additionnel de la souche. 
50 L'invention va etre maintenant decrite plus en detail en reference, au mutant SAG2 sans pour autant limrter la por- 
t6e de celle-ci k ce seul mutant. 

A - Tests de stabilite a6n6tiaue de la souche au cours de passages en cerveaux de souriceaux. 

55 10 3 UFP de SAG2 ont 6t6 inject6s k 6 souriceaux de 4 jours. Quand les animaux ont 6t6 malades (J6) ils ont 6t6 
sacrifi6s. Six broyats individuels ont 6t6 effectu6s ; chaque broyat a 6t6 titre et 30 nl d'une dilution au 1/10 ont 6t6 injec- 
. t6s k 3 souris adultes (contrOle de pathogenie) et k un souriceau (passage suivant). Les 6 souriceaux ont ainsi permis 
de faire 6 series independantes de 3 passages. 
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Les titres des cerveaux en UFP/ml sont donnes dans le tableau suivant : 

Series A B C D 
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lerpassage >5.1()7 1,5.10? 10? 1C)6 106 1()6 
2b passage >5.1()7 2,5.10? >5.107 >5.107 >5.107 >5.107 
3b passage >5.107 >5.107 >5.K)7 >5.107 >5.107 >5.107 



Tous les adultes injectes (soit 54 souris) aprgs les 1 er, 2k ou Zk passages ont surv6cu morrtrant labsence de r6ver- 
15 sion. 

B- Pouvoir protecteur de SAG2 

Le mutant SAQ2 a 6t6 injects par voie irrtra-c6r6brale k des souris et on a d6termin6 le pouvoir protecteur de ce 
20 mutant par 6pr euve intra-musculaire de 1 00 DL 50 de ia souche CVS. 

Les rdsultats obtenus sont reports sur la figure 2 qui est un graphe donnant le pouvoir protecteur (%) en ordon- 
n6es en fonction de la quantit6 du mutant inject6 exprim6 en UFP/souris (log). On a r6p6t6 le m§me test avec le mutant 
SK poss6dant en 333 une lysine. 

On a constat6 que le pouvoir protecteur de SK et de SAG2 6tait de 100 % k partir de 1 0 4 UFP/souris. 

25 

C- Pathoa6nie de SAG2 par voie intra-c6r6brale 

On a injectd le mutant SAG2 k des souris k des doses allant de 1 0" 0(5 k 1 0 6 UFP/souris et on n'a pas constate de 
mortality sur une p6riode de 28 jours. 
30 Paralldlement, on a effectu6 la m§me exp6rience avec le virus SAD BERNE ou le mutant SK. 

Les r6sultats sont reports sur la figure 3 qui est un graphe donnant le % de mortality (en ordonnges) en fonction 
de la quantity de mutant injectie par souris( en abscisses). 

On constate que le mutant SAQ2 ne provoque aucune mortalit6 alors que le mutant SK a un faible pouvoir patho- 
gdne r&iduel. 

35 

D- PathQg^nie fa §AQ2 par vpig intra-muspulaire 

On a r6p&6 le test ci<lessus mais par voie intra-musculaire. Les rdsultats obtenus sont reports sur la figure 4 qui 
donne le % de mortality (en ordonn6es) en fonction de la dose administr6e en UFP/souris (en abscisses). 
40 On voit que SAG2 et le mutant SK ne provoquent aucune mortalit6. 

Les mutants selon I'invention peuvent dtre administr6s k titre de vaccin vivant par tous les modes d'administration 
habituellement utilises pour la vaccination et notamment par voie intra-musculaire ou orale. Les mutants sont avanta- 
geusement diluds dans un v6hicule inerte pharmaceutiquement acceptable, tel que le s6rum physiologique. 

45 Revendlcations 

1 . Vaccin antirabique avirulent, caract6ris6 en ce qu'il est constitu6 d'un mutant avirulent d'une souche SAD du virus 
rabique dont la glycoprot6ine possdde en position 333 un acide amin6 naturel dont le codon differe de ceux de 
I'arginine par au moins deux nucleotides. 

50 

2. Vaccin selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que Tacide amin6 en position 333 est Tacide glutamique. 

3. Vaccin selon Tune des revendications 1 et 2, caract6ris6 en ce que le mutant est un mutant de la souche SAD 
Berne. 

55 

4. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 k 3, caract6ris6 en ce que le mutant est le mutant d6pos6 k la 
Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes -INSTITUT PASTEUR (C.N.C.M) FRANCE le 9 juillet 1992 
sous le N° 1-1 238. 
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5. Double mutant avirulent d'une souche SAD du virus rabique dont la glycoproteins possede en position 333 un 
acide amine naturel dont le codon differs de ceux de I'arginine par deux nucleotides. 

6. Double mutant avirulent selon la revendication 5, caract6ris6 en ce que Tacide amine en position 333 est I'acide 
5 glutamique. 

7. Double mutant avirulent selon Tune des revendications 5 ou 6, caract6ris6 en ce qui) est un mutant de la souche 
SAD Berne. 

10 8. Double mutant avirulent de la souche SAD Berne depose k la Collection Nationale de Cultures de Micro-organis- 
mes (C.N.C.M) - INSTITUT PASTEUR ■ FRANCE le 9 juillet 1992 sous le N°l-1238. 

9. Proc6d6 pour Tobtention des doubles mutants selon Tune quelconque des revendications 5 k 8, caract6ris6 en ce 
qu'il consiste : 

15 

1/ k seiectionner k partir d'une souche SAD du virus rabique, les mutants qui ne sont pas neutralises par un 
anticorps monoclonal neutralisant ladite souche SAD, mais ne neutralisant pas la souche TAG1 ; 
2/ k isoler, par s6quengage de la region 333 de la glycoproteine des mutants s6lectionn6s k retape 1/, un 
mutant qui possede en 333 une lysine ; 
20 3/ k preparer un anticorps monoclonal qui neutralise k la fois ladite souche SAD et le mutant obtenu k retape 

2/, mais ne neutralise pas la souche TAG1 ; 

4/ k proc6der k une seconde selection parmi les mutants obtenus k retape 1/ k I'aide de I'anticorps monoclonal 
prepare k retape 3/. 

25 Claims 

1. An avirulent anti-rabies vaccine, characterized in that it consists of an avirvJent mutant of an SAD strain of the 
rabies virus, the glycoprotein of which possesses in position 333 a naturally occurring amino acid whose codon dif- 
fers from those of arginine by at least two nucleotides. 

30 

2. A vaccine according to claim 1 , characterized in that the amino acid in position 333 is glutamic acid. 

3. A vaccine according to one of claims 1 and 2, characterized in that the mutant is a mutant of the SAD Berne strain. 

35 4. A vaccine according to any one of claims 1 to 3, characterized in that the mutant is the mutant deposited in the Col- 
lection Nationale de Cultures de Micro-organismes - INSTITUT PASTEUR (C.N.C.M.) FRANCE on 9th July 1992 
under no. 1-1238. 

5. A double avirulent mutant of an SAD strain of the rabies virus, the glycoprotein of which possesses in position 333 
40 a naturally occurring amino acid whose codon differs from those of arginine by two nucleotides. 

6. A double avirulent mutant according to claim 5, characterized in that the amino acid in position 333 is glutamic acid. 

7. A double avirvlent mutant according to one of claims 5 or 6, characterized in that it is a mutant of the SAD Berne 
45 strain. 

8. A double avirulent mutant of the SAD Berne strain, deposited in the Collection Nationale de Cultures de Micro- 
organismes (C.N.C.M.) - INSTITUT PASTEUR - FRANCE on 9th July 1992 under no. 1-1238. 

so 9. A method of obtaining the double mutants according to any one of claims 5 to 8, characterized in that it consists in: 

1/ selecting, from an SAD strain of the rabies virus, those mutants which are not neutralized by a monoclonal 
antibody neutralizing said SAD strain but not neutralizing the TAG1 strain; 

21 isolating, by sequencing of the 333 region of the glycoprotein of the mutants selected in step 1/, a mutant 
55 which possesses a lysine in position 333; 

3/preparing a monoclonal antibody which neutralizes both said SAD strain and the mutant obtained in step 2/, 
but does not neutralize the TAG1 strain; and 

4/ effecting a second selection from the mutants obtained in step 1/ with the aid of the monoclonal antibody 
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prepared in step 3/. 
PatentansprOche 

s 1 . Avirulenter Tollwut-lmpfstoff, dadurch gekennzeichnet, daB er aus einer avirulenten Mutante eines Stammes SAD 
des Tollwutvirus besteht, deren Glykoprotein an Position 333 eine naturliche Aminosdure aufweist, deren Codon 
sich durch mindestens zwei Nucleotide von den Codons des Arginin unterscheidet. 

2. Impfstoff nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB es sich bei der Aminosaure an Position 333 urn Glut- 
w aminsaure handelt. 

3. Impfstoff nach einem der Anspruche 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Mutante eine Mutante des Stam- 
mes SAD Berne ist. 

15 4. Impfstoff nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Mutante urn die bei der 
Nationalen Sammlung von Mikroorganismen-Kulturen (Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes, 
C.N.C.M), INSTITUT PASTEUR - FRANKREICH am 9.Juli 1992 unter der Nr. 1-1238 hinterlegte Mutante handelt. 

5. Avirulente Doppelmutante eines Stammes SAD des Tollwutvirus, deren Glykoprotein an Position 333 eine naturli- 
20 che Aminosaure aufweist, deren Codon sich durch zwei Nucleotide von den Codons des Arginin unterscheidet. 

6. Avirulente Doppelmutante nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es sich bei der Aminosdure an Position 
333 urn Glutaminsaure handelt. 

25 7. Avirulente Doppelmutante nach einem der Anspruche 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine Mutante des 
Stammes SAD Berne ist. 

8. Avirulente Doppelmutante des Stammes SAD Berne, die bei der Nationalen Sammlung von Mikroorganismen-Kul- 
turen (Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes, C.N.C.M) - INSTITUT PASTEUR - FRANKREICH am 

so 9. Juli 1 992 unter der Nr. 1-1 238 hinterlegt wurde. 

9. Verfahren zur Herstellung der Doppelmutanten nach einem der Anspruche 5 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB 
es darin besteht: 

35 1/ aus einem Stamm SAD des Tollwutvirus die Mutanten zu selektionieren, die nicht durch einen monoklonalen 

Antikflrper neutralisiert werden, der diesen Stamm SAD, jedoch nicht den Stamm TAG1 neutralisiert; 
21 durch Sequenzierung des Bereichs 333 des Glykoproteins der in Schritt 1/ selektionierten Mutanten eine 
Mutante zu isolieren, die an Position 333 Lysin aufweist; 

3/ einen monoklonalen AntikOrper herzustellen, der zugleich den Stamm SAD und die in Schritt 21 erhaltene 
40 Mutante, nicht jedoch den Stamm TAG1 neutralisiert; 

4/ unter den in Schritt 1/ erhaltenen Mutanten mit dem in Schritt 3/ hergestellten monoklonalen AntikOrper eine 
zweite Selektion vorzunehmen. 
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